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Basctirelbung 

Bei der gentechnischen Herstellung eukaiyotischer Proteine wird in Bakterien hSufig nur eine geringe 
Ausbeute erhalten. insbesondere bei kleinen Proteinen mit einem Molgewicht bis zu etwa 15 000 DaJton. 

s deren Strukturen DisulfidbrQcken enthalten. Man nimmt an, dafi die gebildeten Proteine durch wirtseigene 
Proteasen rasch abgebaut warden. Man tonstruiert deshalb zweckm^Big Genstrukturen, die fOr Fustonepro- 
tetne codieren, wobei der unentvOnscrtte Antell des Fuaionsprotelns ein wirtseigenes Protein ist, das nach 
der Isolation der PrimMrproduktes nach an sich bekannten Methoden abgespatten wird. 

Ed wurde nun Qberraschenderwelse gefunden, daB ein N-terminaler Anteil von lnterteukin-2, der m 

10 wesentlichen den ersten 100 Aminosiuren entspricht, besonders gut zur Herstellung von Fusionsproteinen 
geeignet Ist. Man erti&lt also als Primarprodukl ein Fusionsprotein. das vdilig.oder zum ganz Uberwiegen- 
den Teil aus eukaryotisclien Proteinsequenzen besteht Ubenrasctiendefweise wird dieses Protein offenbar 
in dem betreffenden Wirtsorganismus nicht als Fremdprotein erteuint und nicht sofort wieder abgebaut. Ein 
weiterer Vorteil ist. dafi die erfindungsgemafien Fusionsproteine schwer I5sftch bis unldslich sind und sich 

75 somit einfach. zweckmaBig durch Zentrifugation. von den ioslichen Proteinen abtrennen lessen. 

Da es erfindungsgemSB hinsichtlich der Funktion als "Ballast-Anteir des Fusionsproteins nk:ht darauf 
ankommt. da8 der lnterteukin-2-Anteil ein btologisch aktives MolekQI darstellt. kommt es insofem auch nteht 
auf die exakte Siruktur des lnlerleukin-2-Anteil8 an. Es genOgt hierfOr, daB im wesentltehen die ersten 100 
N-terminalen AminosMuren vortiegen. Es ist also beispielsweise mdgtich, am N-Terminus Variatkxien 

20 vorzunehmen, die eine Spaltung des Fusionsproteins eriauben, falls das erwUnschte Protein N-terminal 
dazu angeordnet ist. Umgekehrt kann man Oterminal Variationen vomehmen. um die Abspaltung des 
gewQnschten Proteins zu enmdgttehen Oder zu erieichtem, falls dieses im Fusionsprotein - wie Ubiich - C- 
terminal gebunden ist 

Die fOr Human-lnteneukin-2. im folgenden "11-2", codierende natQrfk:he DNA-Sequenz ist aus der 
25 europdischen Patentanmeklung mit der Ver5ffentltehungsnummer EP-A1-0 091 539 bekannt Die dort 
aufgefOhrte Literatur bezieht sich auch auf MSuse- und Ratten-IL-2. Diese SSuger-DNA kann zur Synthese 
der erfindungsgemfiBen Proteine herangezogen warden. ZweckmiBiger geht man jedoch von einer syntheti- 
schen DMA aus. besonders vorteilhaft von der DMA fUr Human-IL-2, die in der (nicht vorver6ffentlichten) 
deutschen Offenlegungsschrift 34 19 995 (entsprechend der unter der Nummer 0 163 249 verOffentik^hten 
30 europdischen Patentanmeldung) vorgeschlagen wurde. Diese synthetlsche DNA-Sequenz ist im Anhang 
wiedergegeben (DNA-Sequenz I). Diese synthetische DNA hat nk:ht nur den Vorzug, daB sie in der CkKjon- 
Wahl auf die Qegebenheiten des am hSufigsten verwendeten Wirts. E. coli, abgestimmt ist, sondem sie 
enthSIt auch eine Reihe von Schnittstellen fOr Restriklkmsendonucleasen. von denen erfindungsgemSB 
Get>rauch gemacht warden kann. In der folgenden Tat>elle 1 ist eine Auswahl der geetgneten Schnittstellen 
X am Anfang bzw. in der Regkm des 100. Tripletts wiedergeget)en. Hierdurch ist jedoch nicht ausgeschlos- 
sen, daB in dem dazwischenliegenden Berek:h Variatk)nen in der DNA vorgenommen werden. wobei von 
den in der vorstehend genannten Patentanmeldung aufgefUhrten weiteren Schnittstellen Gebrauch gemacht 
warden kann. 

40 



4S 



60 



56 



2 



EP 0 468 539 B1 



Tabellel 
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Rdstriktionsenzym 


Erkennungssequenz 


Po^'on des ersten Nudeotids | 








der Erkennungssequenz 1 


;o 






(codierender Strang) 1 




5* 3" 






Aha 11, Ban 1, 






16 


Hae [l, Nar 1, 


GGCGCC 


8 1 




Ban II, Sac 1, Sst 1 


GAGCTC 


291 1 


20 


Hhal 


GCGC 


9 1 




Hint 1 


GACTC 


35 


25 


Pvul 


CGATCG 


346 




TaqI 


TCGA 


387 



30 

Wird von den Nudeasen Ban II, Sac I Oder Sst I Gebrauch gemactit, so erhMIt man eine IL-2- 
Teilsequenz, die fOr etwa 95 AminosSuren codierL Diese LSnge ist im aligemeinen ausietchend. urn ein 
unNSdiiches Fusionsprotein zu erhaHen. Wenn die SchwerlOalichkeit. beiaplelaweise bei einem gewUnschten 
hydrophilen eukaryotischen Protein, noch nicht ausrelcht, man aber - um so wenig "Ballast* wie mOglich zu 

35 produzieren - nictit von den nMher am C-Termintis liegenden Schnittstellen Gebrauch machen will, so kann 
man durch entsprechende Adapter bzw. Linker die DNA-Sequenz am N- und/bder Oterminalen Ende 
verlingem und so den "Ballast"-Anteti *mafi8chneidem*. Man kann natUrllch auch die DNA-Sequenz - 
mehr Oder weniger * bis zum Ende nutzen und so - gegebenenfalis modiflziertes - biologisch aidives IL-2 
als "Nebenproduld*' erzeugen bzw. ein brfunktionelles Protein erzeugen, das IL-2 Wirkung zusStzltoh zur 

40 Wirkung des codlerten Proteins zelgt 

Es werden somit Fusionsproleine der aligemeinen Formel eingesetzt 

Met-X-Y-Z (la) 

45 Oder 

Met-Z-Y-X (lb) 

in der X im wesentlk:hen die AminosMurafolge der etwa 100 ersten AminosSuren von vofzugsweise 
60 menschlKhem lL-2 bedeutet, Y eine direkte Bindung bedeutet, falls die zum gewOnschten Protein benach- 
barte Aminos3ure Oder Aminosdurenfolge etne Abspaltung des gewUnschten Proteins ermbglicht. Oder 
andemfalis ein BrQckenglied aus einer Oder mehieren genetiscft codiert>aren AminosSuren. das die 
Abspaltung enndglicht und Z eine Sequenz aus genetisch codierbaren Aminosfluren ist die fOr das 
gewOnschte Protein codiert 

65 Wie sidi aus den Formein la und lb rglbt - und wie s auch schon vorstehend erwShnt wurde - ist es 
mdgltoh. das gewUnschte Protein vor Oder nach dem IL-2*Anteii zur Expression zu bringen. Zur Vereinfa* 
Chung wird im foigenden im wesentiichen die erste M5glichkeit ertiutert. die der herkdmmlichen Methode 
zur Herstellung von Fusionsproteinen entspricht Wenn also im foigenden diese "Massische" Variants 
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beschrieben wird, soil die andere Altemative hierdurch nicht ausgeschlossen wenlen. 

Di8 Spaltung des Fusionsproteins kann in an sich bekannter Weise chemtsch Oder enzymatisch 
erfblgen. Die Wahl der geetgneten Methode richlet sich vor allem nach der Aminosfiuresequenz des 
gewQnschten Proteins. Wenn dieses beispielswetse kein Methionin enthSK, kann Y Met bedeuten. worauf 
5 Bine chemische Spaltung mit Chlor- Oder Bromcyan erfolgt. Sleht im Bindeglied Y am Carboxytenminus 
Cystein Oder steht Y fQr Cys, so kann eine enzymatische Cystein-spezifische Spaltung Oder eine chemische 
Spahung, beispielswetse nach spezifischer S-Cyanyiierung, folgen. Steht im BrQckenglied Y am Cart>oxyter- 
minus Tryptoptmn Oder Y fUr Trp, so kann eine chemische Spaltung mit N-Brom-succtnimid erfblgen. 

Proteine. die in Ihrer Aminosfiuresequenz nicht 

70 

Asp - Pro 

enthahen und hinreichend sdurestabil sein, kfinnen in an sich bekannter Weise proteolytisch gespaiten 
werden. HIerdurch erhSIt man Proteine. die N-terminal Prolin bzw. C-terminal Asparagins&ure enthalten. Auf 
T5 diese Weise kdnnen also auch modifizierte Proteine synthetisiert werden. 

Die Asp-Pro-Bindung kann noch sSurelabliler gMtattet werden, wenn dieses BrUckenglied (AspXi-Pro 
bzw. Glu-(A8p)„-Pn> ist, wobei n 1 bis 3 bedeutet 

Das Fusionsprotein wird durch Expresskm in einem geetgneten ExpresskMissystem in an sich bekannter 
Weise gewonnen. IHierfUr eignen 3k:h alle betennten Wirts-Vektor-Systeme, also beispleisweise SMugerzel- 
20 len und Mikroorganismen. beispleisweise Hefen und vorzugsweise Bakterien. insbesondere E. coli. 

Die DNA-Sequenz, die fQr das gewQnschte Protein codtert wird in bekannter Weise in einen Vektor 
eingebaut. der in dem gewahhen Expressk)ns8y8tem eine gute Expresskm gewShrieistet 

In bakteriellen Wirten w9hlt man zweckmaBtg den Promotor und Operator aus der Gruppe lac, tac, trp. 
Pl Oder Pr des Phagen X. hsp, omp Oder einen synthetischen Promotor, wie sie beispleisweise in der 
26 deutschen Offenlegungsschrrft 34 30 683 (EuropMlsche PatentanmeMung mit der Ver5ffentik:hungsnummer 

0 173 149) vorgeschlagen sind. Vorteilhaft ist die tac Promotor-Operator-Sequenz. die inzwischen handels- 
Qbllch ist (Z.B. Expressionsvektor pKK223-3, Pharmacia, "Molecular Biologicals. Chemicals and Equipment 
for Molecular Bk)logy". 1984, S. 63). 

Bei der Expresskm des erfindungsgemaBen Fustonsproteins kann es sk:h als zweckmSBIg erweisen, 
30 einzelne Tripletts der ersten Aminosauren nach dem ATG-Start-Codon zu verSndem, urn eine eventuelle 
Basenpaaning auf der Ebene der mRNA zu verhlndem. Sokshe VerSnderungen. ebenso wie Verinderungen. 
Deletionen Oder Addilfonen einzelner AminosSuren im IL-2-Proteinanteil, sind dem Fachmann geliufig und 
ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

In den folgenden Beispielen und in den Rguren wird die Erfindung nSher erifiutert. HiertMi beziehen 
X sich Figur 1 und deren Fbrtsetzung, Figur la, auf die Synthese des Plasmids pK360, das fUr ein 
Fusionsprotein codiert, wetehes die Hirudinsequenz aufweist; 

Rgur 2 und ihre Fortsetzung. Figur 2a. betreffen die Synthese des Plasmids pK410, wetehes ebenfalls 
fUr ein Fuskmsprotein mil der AminosSuresequenz des Hirudin codiert; 

Rgur 3 auf die Synthese des Plasmids pPHlOO, welches fUr ein Fuskmsp ro tein mit der AminosSurese- 
40 quenz des Hirudin codiert. 

Die Figuren sind i.a nteht maBstabgerecht gezeichnet, vor allem bei der Wiedergabe der Polylinker 
wurde der MaBstab *gedehnt". 

Beisplel 1 

Durch Insertion des lac-Repressors (PJ. Farabaugh, Nature 274 (1978) 765-769) in das Plasmid pKK 
177-3 (Amann et al.. Gene 25 (1983) 167) erhMK man das Plasmki pJF118 (1) (Fig. 1; vgl. deutsche 
Patentanmeklung P 35 26 9952. Beisplel 6, Fig. 6). Dieses wird an der singul&ren Restriktionssteile fUr Ava 

1 geGffnet und in an sk:h bekannter Weise durch Exonudease-Behandlung um etwa 1000 bp verkleinert 
50 Nach Ligierung wird das PlasmkI pEW 1000 (2), (Rgur 1) erhaHen. in dem das lac-Repressorgen 

vollstdndig erhalten ist, das aber auf Grund der Verkleinerung in deuHlch hdherer Kopienzahl als das 
Ausgangsplasmkl vorliegt 

Anstelle des Plasmkls pKK177-3 kann man auch von dem vorstehend erwShnten handelsObllchen 
PlasmkI pKK223-3 ausgehen, den lac-Repressor einbauen und das erhaHene Produkt anatog verkUrzen. 
66 Das Plasmid pEW 1000 (2) wird mit den Restriktkmsenzymen EcoR I und Sal I gedffnet (3). 

Das fUr Hirudin codierende Plasmid (4), hergestellt g^B deutscher Offenlegungsschrift 34 29 430 
(europSische Patentanmeklung mit der VerdffenHichungsnummer 0 171 024), Beispiel 4 (Figur 3), wird mit 
den Restriktionsenzymen Acc I und Sal I gedffnet und das ktoine Fragment (jS), das zum grOBten Tell die 
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Hirudin-Sequenz enthSH, isoliert 

Dad Plasmid pi 59/6 (6). hergestellt gemdS deutscher Offenlegungdschrrfl 34 19 995 (europ^ische 
Patentanmeldung m'rt der VerSffentlichungsnummer 0 163 249), Beispiel 4 (Rgur 5). wird mit den 
Restriktionsenzymen Eco Rl und Pvu I ge&ffnet und das Meine Fragment (7) isoliert das den groBten Teil 
s der IL2-Sequenz enthatt Diese Teilsequenz und im folgenden auch andere verkQrzte IL-2 Sequenzen sind 
in den Rguren mit "All^" bezeichnet. 

AnschlieBend werden die Sequenzen (3), (5), (7) sowie die synthetische DNA-Sequenz (8; Rgur la) mit 
T4-Ug8se behandelL Man ertiSIt das Plasmid pK360 (9). 

Kompetente E. coli-Zellen werden mit dem Ligationsprodukt transformiert und auf NA-Platten, die 25 
10 ug/ml Ampidllin errthalten. ausptattiert. Die Plasmid-DNA der Klone wird mittels Restriktions- und Sequenz- 
analyse charaktertstert. 

Eine Ubernachtkultur aus E. coii-Zellen, die das Plasmid (9) enttiatten, wird mit LB-Medium (J. H. Miller. 
Experiments in Molecular GeneticSp CoU Spring Hart)or Laboratory. 1972). das 50 ug/ml Ampidllin enttiSIt 
im VerhSnnis von etwa 1:100 verdQnnt und das Wachstum Qber OD-Messung verfolgt. Bei OD = 0.5 wird 

rs die SchUttelkultur auf 1 mM (sopropyl-/9-galactopyranosid (IPTG) eingestellt und die Bakterien nach 150 bis 
180 Minuten abzentrifugiert. Die Bakterien werden 5 Minuten in einer Puffermischung (7M Hamstoff, 0.1% 
SOS, 0,1 M Natriumphosphat. pH 7.0) gekocht und Proben auf eine SDS-Gelelektroptioreseplatte aufgetra- 
gen. Nach Bektrophorese wird aus Bakterien, die das Plasmid (9) enttiaHen. eine Proteinbande erhalten. die 
der GrdBe des erwarteten Fusionsproteins entsprteht Nach AufschluB der Bakterien (French Press; ®Dyno- 

20 MUhle) und Zentrifugation befindet sich das Fusionsprotein im Niederschlag. so daB mit dem Gberstand 
bererts ertiebltohe Mengen der Ubrigen Proteine abgetrennt werden kdnnen. Nach Isolienjng des Fusions- 
proteins wird durch Bromcyan-Spaltung das enf^ete Hirudin-Peptid freigesetzt. Dieses wird nach Isolie- 
rung durch Protein-Sequenzanalyse charakteristert. 

Die angegebenen tndukltonsbedingungen gelten fUr SchOttelkulturen: bei grdBeren Fermentationen sind 

25 entspiechend verSnderte OD-Werte und gegebenenfalls leicht variierte IPTG-Kbnzentrationen zweckmSfiig. 

Beispiel 2 

Das PlasmkJ (4) (Rgur 1) wird mit Acc I geOffnet und die Uberstehenden Enden mil Klenow-Polymerase 
00 aufgefOIK. AnschlieBend wird mit Sac I geschnitten und das Fragment (10) Isoliert das den grdBten Tell der 
Hirudtn-Sequenz enthdtt. 

Der handeisQbliche Vektor pUC 13 wird mit den Restriktk>nsenzymen Sac I und Sma I gedffnet und das 
groBe Fragment (11) isoliert. 

Mittels T4-IJgase werden nun die Fragmente (10) und (11) zum PlasmM pK 400 (12) (Rg. 2) ligiert. Das 
35 Plasmkl (12) ist in der Figur 2 zweimal dargestsitt wobei in der unteren Darstallung die AminosSiuresequenz 
des so ertiMltik:hen Hirudin-Derivats hervorgehoben wird. 

Das Plasmid (4) (Rgur 1) wird mit den Restriktionsenzymen Kpn I und Sal I gedffnet und das kleine 
Fragment (13) isoliert, das die HIrudin-Teilsequenz enthdIL 

Das Plasmid (12) wird mit den Restriktionsenzymen Hinc II und Kpn 1 umgesetzt und das kleine 
40 Fragment (14) isoliert, das die Hinidin-Teilseqiienz enthStt. 

Das Plasmkl 9) (Rgur la) wird mit EtioR t partiell gespaHen. die ffreien Enden mit Klenow-Polymerase 
in einer filHn-Reaktion aufgefUlK und mit Sal I geschnitten. Man erhait das Derivat des Plasmids pK360 
(15). 

Durch Ligieren der Fragmente (3), (13). (14) und (15) erhSIt man das Plasmid pK410 (16). das in der 
45 Rgur 2a zweifach dai^gestellt ist, wobei die untem WIedergabe die Aminosflurefolge des Fuskmproteins 
und damH des nach SSurespattung erhaltenen Hirudin-Derivats erkennen l3Bt 

Nach Expression und Aufarbeitung gemMB Beispiel 1 ert^lt man ein neues Hirudin-Derivat das in den 
Positionen 1 und 2 die AminosSuren Prolin und Histidin aufweist. Dieses Hirudin-Derivat zetgt die glek:he 
Aktivit&t wie das Naturprodukt gemSB deutscher Offenlegungsschrift 34 29 430. das in diesen PositkMien 
so die Aminosauren Threonin und Tyrosin aufweist ist jedoch stabiler gagen den Angriff von Aminopeptidasen. 
woraus sich Vorteile bei der in-vivo-Anwendung ergeben k6nnen. 

Beispiel 3 

65 Das Plasmkl (6) (Rgur 1) wird mrt den Restriktionsenzymen Taq t und Eco Rl ge61fnet und das kleine 
Fragment (43) isoliert. Dieses Fragment wird mit der synthetisierten DNA-Sequenz (44) und den Segmenten 
(3) und aS) zum Plasmid pPH 100 (45) ligiert Dieses Plasmid codiert fOr ein Fusionsprotein, bei dem auf die 
ersten 132 AminosMuren des IL-2 das BrOckenglied Asp-Pm und hierauf die AminosiureMge von Hinidin 
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folgt. Die proteolytische Spaltung liefert somit ein modrfiziertes. biologisch aktives IL-2', in dem in re^tion 
133 an Steile von Thr Asp enthalten ist, und ein Hinidin-Derivat. das K-ierminal Pro vor der Aminosfiursse- 
quenz des Naturprodukts enthfiK. Auch dieses Produkt ist biologisch aktiv und im Vergleich zu dem 
Naturproduid stabiler gegen den Angriff von Proteasen. 

s 

PatentansprUcha 

PatMitanapruch lUr folgoncto Vwtragastaaten : BE, CH, DE, FRp GB. IT, U UJ. NL, SE 

1. Hirudinderivate. geicennzeichnet dun^h eine Aminosfiurefoige, die N-terminal mit Pro-Hls Oder Pro-Thr 
w beginnt. 

PatMitanspnich lUr fblgancto Vartraosstaaton : AT, ES, Gn 

1. Vertahren zur Hersteilung von HiaNllnderivaten, dadurch gekennzeichnet. daB die Aminosaurefolge des 
75 Hinidinderivals mit Pro-His Oder Pro-Ttir-beginnt. 

Claims 

Claim for tha Miowlng ContractliHl Slataa : BE, CH, DE, FR, GB^ IT. U, Ul, NL, SE 

20 1. A hirudin derivative which has an amino-add sequence starting at the N terminus with Pro-liis or Pro- 
Thr. 

aalm for tha following Contracting Slataa : AT, ES, GR 

26 1. A process for preparing hirudin derivatives wherein the amino-acid sequence of the hirudin derivative 
starts with Pro-His or Pro-Thr. 

Ravandicatlons 

Ravandlcation pour las Etata contradants aulvanta : BE, CH, DE, FR. GB, IT, U, Ul, NL, SE 



00 



1. D6m69 d'hirudine. caract^ris^ par une s^uence d'aminoacides qui commence. Si I'extr^mitd N- 
terminale, par Pro-Hra ou Pro-Thr, 

Ravandlcation pour las Etata contradants suNanta : AT, ES, QR 

1. Proc^ pour la production de ddrivtfs d'hirudine, caracldrisd en ce quo la sequence d'aminoacides du 
6itw6 d'hirudine commence par Pro-His ou Pro-Thr. 
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(4) ^■'^P"L C_(uiric_fi/j TAA TAG AGC TCG 

2.SQ11 CA T6G ATT ATC TCG AGC AGC T 



(Kpnl) 



(13) 



(Sail ) 



(12) IJincII^ 
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FIG. 3 



(Ser) 

1 Taql AA TTC AT6 /„ . .7^, T ,,,, 
(EcoRl) (Taql) 



(0) 1 2 

He He Ser Thr Leu Asp Pro Thr (Tyr] 

C6 ATC ATC TCT ACC CTG GAC CCG AC6 T 

TAG TAG AGA TG6 GAC CTG GGC T6C ATA 



(U) 



(Taql) 



(AccI) 




10 



